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редложена система in vitro для анализа эффекта «смены матрицы» РНК-зависимой ДНК-
полимеразой в ходе реакции обратной транскрипции. Реализуется подход, основанный на 
ступенчатой обратной транскрипции – полимеразной цепной реакции (ОТ–ПЦР). В качестве 
матрицы используется РНК, имеющая участок со стабильной вторичной структурой, 
который фланкирован короткими гомологичными фрагментами. Описанная система может найти 
применение при тестировании эффективности работы новых и существующих мутантных форм 
обратных транскриптаз, предназначенных для решения исследовательских и генноинженерных задач. 
We investigated an in vitro system for the analysis of template switching effect of RNA-dependent DNA-
polymerase during reverse transcription reaction. An RT-PCR-based approach was realized. An RNA sample was 
used as a template. The RNA contains a region with a stable secondary structure flanked by two homologous 
sequences. The described system can find use for testing overall performance of new and existing forms of the 
reverse transcriptase. 
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 Введение 
В последнее десятилетие значительно воз-
рос интерес к изучению структуры и функций 
различных кодирующих и некодирующих РНК. 
Активно исследуются механизмы модификаций 
первичных и зрелых транскриптов (редакти-
рование [1, 2], альтернативный сплайсинг [3–6], 
участие малых РНК в регуляции экспрессии 
генов [7, 8], обсуждаются возможные функции 
длинных некодирующих РНК [9–11]. Многие 
экспериментальные задачи предполагают рабо-
ту с минимальными количествами РНК из огра-
ниченных источников (например, определенные 
субпопуляции клеток отдельного организма). 
Рутинным подходом, применяемым в таких слу-
чаях, является исследование структуры молекул 
РНК по их амплифицированным кДНК-копиям. 
Кроме того, многие генноинженерные задачи требу-
ют получения кДНК-копий различных сплайси-
рованных и несплайсированных транс-криптов.  
Ферментом, осуществляющим синтез ком-
плементарной ДНК (кДНК) на матрице РНК, 
является обратная транскриптаза (РНК-зависи-
мая ДНК-полимераза). Первоначально обратная 
транскриптаза была обнаружена у ретровиру-
сов, в жизненном цикле которых она играет 
клюючевую роль, копируя одноцепочечную ге-
номную РНК вируса в двухцепочечную ДНК 
для последующей интеграции в геном хозяина 
[12]. В настоящее время для генноинженерных 
работ применяют модифицированные обратные 
транскриптазы из таких первоначальных источ-
ников как вирус лейкоза мыши (MMLV) и 
вирус миелобластоза птицы (AMV). Основными 
характеристиками обратных транскриптаз, на 
которые прежде всего обращают внимание 
исследователи, является точность синтеза кДНК 
(минимальное количество ошибочно встроен-
ных нуклеотидов), оптимальная длина РНК-
матрицы и оптимальный температурный режим 
работы. Большинство производимых в настоя-
щее время обратных транскриптаз по завере-
ниям фирм-производителей (Promega, США; 
Invitrogen, США; Fermentas, Литва; Евроген, Россия 
и др.) эффективно для использования на матрицах 
длиной до 7 и более тысяч п.о. (пар оснований) при 
температурах в пределах 40–50°С. 
В стороне остается вопрос о работе со 
сложными матрицами, способными образовы-
вать устойчивые вторичные структуры. Также 
умалчивается о таком немаловажном свойстве 
как эффект «смены матрицы», в большей или 
меньшей степени характерном для разных ти-
пов обратных транскриптаз. Это свойство пер-
воначально было обнаружено при изучении 
процесса репликации генома ретровирусов. В 
ходе первой стадий репликации смена РНК-
матрицы происходит дважды. Во время этого 
процесса обратная транскриптаза без высвобож-
дения синтезированной кДНК «перескакивает» 
с одного участка матрицы на другой, в котором 
и продолжается синтез [13, 14]. В исследова-
тельской работе эффект «смены матрицы» мо-
жет быть ответственен за неправильную интер-
претацию экспериментальных данных [15]. Это 
касается выводов об альтернативном сплай-
синге [16] по неканоничным сайтам и о случаях 
широко обсуждаемого в последние несколько 
лет транс-сплайсинга [17].  
В данном исследовании мы рассматриваем 
эффект «смены матрицы» как один из воз-
можных путей появления артефактных продук-
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тов при синтезе кДНК человека in vitro и 
анализируем ограничения, вносимые структу-
рой РНК-матриц, на использование обратных транс-
криптаз MMLV-типа для корректного синтеза 
кДНК. Также мы предлагаем систему тестирования 
обратных транскриптаз для оценки ожидаемого 
уровня артефактных продуктов синтеза кДНК. 
 
Результаты и их обсуждение 
«Смена матрицы» в ходе реакции обратной 
транскрипции (рис. 1) происходит между 
фрагментами РНК, имеющими микрогомоло-
гичные последовательности [17]. Кроме того, 
необходимо наличие фактора, который бы пре-
пятствовал обратной транскриптазе продолжить 
синтез в текущем участке РНК и, таким об-
разом, способствовал бы перемещению фермен-
та в другой участок матрицы. Наиболее вероят-
ным из таких факторов in vitro является образо-
вание вторичных структур РНК, которые могут 
создавать стерические затруднения для продви-
жения обратной транскриптазы по матрице. 
Стабильность вторичных структур должна оп-
ределять степень проявления эффекта «смены 
матрицы» для одной и той же обратной транс-
криптазы. Образование вторичных структур 
РНК определяется наличием в их нуклеотидных 
последовательностях взаимно комплементар-
ных участков, богатым источником которых 
являются противоположно ориентированные 
повторяющиеся элементы. 
 
 Рис. 1. Схема обратной транскрипции со 
«сменой матрицы». Белыми стрелками показаны 
участки гомологии в последовательности РНК,  
по которым происходит «смена матрицы». 
 В геноме человека основным источником 
повторов является семейство Alu-ретроэле-
ментов, насчитывающее более 1 млн. копий 
[18], что в среднем соответствует одной ин-
серции через каждые 2.5–3 тысячи п.о. Но в 
действительности могут встречаться участки с 
более плотным расположением Alu и более 
разреженным. Alu-повторы имеют длину около 
300 п.о. и состоят из двух GC-обогащенных 
участков, соединенных коротким poly(А)-лин-
кером, оканчиваются длинным poly(А)-фраг-
ментом и фланкированы с обеих сторон парой 
коротких (до 20 п.о.) прямых повторов. Бли-
жайшие копии Alu могут находиться в геноме 
как в совпадающих ориентациях, так и в про-
тивоположных. Повторы Alu рассеяны по гено-
му случайным образом, поэтому ими одинаково 
насыщены и транскрибирующиеся участки ге-
нома, и межгенные области. Внутри транскри-
бирующихся районов основная доля Alu при-
ходится на интроны, кроме того, инсерции Alu 
встречаются в 5'- и 3'-нетранслируемых облас-
тях (НТО) [18]. В силу достаточной протя-
женности и высокой степени комплементар-
ности разно ориентированные Alu-повторы, 
присутствующие в нуклеотидных последова-
тельностях РНК-матриц на небольшом рассто-
янии друг от друга, способствуют формирова-
нию высоко устойчивых вторичных («шпилеч-
ных») структур. В связи с этим, транскрипты 
интронов и НТО, насыщенных Alu-повторами, 
вероятно, наиболее подвержены воздействию 
эффекта «смены матрицы» при обратной транс-
крипции in vitro. 
Для некоторых пар разнонаправленных Alu-
повторов, локализованных в 3'-НТО генов, ра-
нее были описаны случаи делетирования участ-
ка кДНК, фланкированного инсерциями Alu 
[19], но авторы работы интерпретировали 
наблюдаемые результаты как события альте-
рнативного сплайсинга по неканоничным сай-
там. Такая интерпретация может быть ошибоч-
на. Для того чтобы избегать дальнейших оши-
бок, нужно иметь надежный критерий (тест-
систему) для выбора подходящих обратных 
транскриптаз, который также позволял бы сде-
лать вывод о необходимости смены стратегии 
эксперимента. 
В настоящей работе мы проводили анализ 
эффекта «смены матрицы» на примере РНК, 
имеющей фиксированную длину, содержащей 
пару противоположно ориентированных инсер-
ций Alu-ретроэлементов и две пары коротких 
гомологичных (но не идентичных) участков, 
фланкирующих область инсерций Alu (одна па-
ра находится ближе к инсерциям, другая – 
дальше). Вывод о «смене матрицы» делали по 
наличию артефактных продуктов амплифика-
ции синтезированной кДНК. РНК-матрицы, 
обладающие подобными структурами, для кото-
рых описаны воспроизводимые события «смены 
матрицы» при обратной транскрипции in vitro, 
являются прекрасными моделями для создания 
на их основе систем тестирования обратных 
транскриптаз. 
Схема эксперимента представлена на рис. 
2а. Процесс подготовки РНК-матрицы включал 
несколько этапов. На первом этапе с исполь-
зованием методов биоинформатики в геноме 
человека был выбран локус (первый интрон 
гена RSRC2), фрагмент которого мог быть ис-
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пользован в качестве модели. Структура этого 
фрагмента отвечала заданным требованиям: 
присутствие единственной пары противопо-
ложно ориентированных инсерций Alu (AluYa5 
и AluSq2), расположенных на достаточно близ-
ком расстоянии (около 400 п.о.) друг от друга, и 
наличие участков микрогомологии. Основные 
характеристики инсерций представлены в табл. 
1. Одна из инсерций (AluYa5) полиморфна в 
популяциях человека. Это выражается в су-
ществовании в популяции двух типов аллелей: 
содержащих обе инсерции Alu (AluYa5 и 
AluSq2) и аллелей, содержащих в том же локусе 
только AluSq2-инсерции. Фрагменты, содержа-
щие обе инсерции, были использованы как 
«целевые», фрагменты с единственной инсерци-
ей были выбраны в качестве контроля. Оба 
фрагмента были амплифицированы с помощью 
ПЦР. Источником для амплификации целевого 
фрагмента послужил образец ДНК, гомозигот-
ный по присутствию инсерции AluYa5, источ-
ником для «контрольного» фрагмента – обра-
зец, гомозиготный по отсутствию инсерции 
AluYa5. 
Таблица 1. Основные характеристики инсерций AluYa5 и AluSq2. 
Ген/локус RSRC2 12q24.31 
Семейство Alu AluYa5 AluSq2 
Координаты UCSC chr12:123010358-123010668 chr12:123009639-123009940 
Длина всего Alu 311 п.о. 302 п.о. 
Длина основной части 282 п.о. 285 п.о. 
Длина poly(А) 29 п.о. 17 п.о. 
Ориентация Прямая Обратная 
Расстояние между Alu 418 п.о. 
Гомология 88% 
 Вторым этапом было создание конструкта 
ДНК для осуществления транскрипции in vitro. 
Для этого полученные на предыдущей стадии 
эксперимента фрагменты ДНК были лигиро-
ваны в вектор pGEM-T, содержащий промотор 
T7 РНК-полимеразы. Векторами со «вставками» 
были трансформированы клетки E. coli (штамм 
DH5α), из которых были отобраны клоны, со-
держащие плазмиды со «вставками» в нужной 
ориентации. Участки обоих типов плазмид, 
включающие промотор и соответствующую 
«вставку», были амплифицированы. Получен-
ные конструкты использовали в качестве мат-
риц для наработки необходимого количества 
«целевой» и «контрольной» РНК. Таким обра-
зом, были получены два образца РНК, облада-
ющие фиксированной длиной и имеющие из-
вестные (заданные) нуклеотидные последова-
тельности, которые затем будут сравнены с 
последовательностями соответствующих про-
дуктов синтеза кДНК. 
На следующем этапе эксперимента была 
осуществлена реакция обратной транскрипции 
in vitro. В качестве РНК-матрицы использовали 
подготовленные образцы РНК. Для реакции 
применяли обратную транскриптазу Mint (Евро-
ген, Россия), относящуюся к MMLV-типу. Син-
тезированные «контрольный» и «целевой» об-
разцы кДНК были амплифицированы с по-
мощью ПЦР. После электрофоретического ана-
лиза амплификатов (рис. 2б) были определены 
нуклеотидные последовательности ампликонов 
(рис. 3а). Размер наблюдаемого ампликона «це-
левого» образца (122 п.о.) значительно 
отличается от ожидаемого (1154 п.о.) (рис. 2б). 
Разница в длинах ожидаемого и наблюдаемого 
ПЦР-продуктов соответствует длине фрагмента, 
фланкированного парой инсерций Alu (включая 
обе инсерции). Это предположение было под-
тверждено в ходе анализа нуклеотидной после-
довательности полученного укороченного ПЦР-
продукта (рис. 3а). Помимо этого, в его нукле-
отидной последовательности отсутствует один 
из двух (левый) ближайших к инсерциям участ-
ков микрогомологии. 
Помимо обратной транскрипции в экспери-
менте присутствуют еще две стадии, на ко-
торых потенциально могла происходить «смена 
матрицы» с удалением фрагмента, фланкиро-
ванного парой инсерций Alu. К этим стадиям 
относится транскрипция in vitro и ПЦР-ампли-
фикация. Исходя из того, что образец одно-
цепочечной РНК, полученной при транскрип-
ции in vitro, по электрофоретической подвиж-
ности соответствует фрагменту двуцепочечной 
ДНК длиной 500–600 п.о. (рис. 2б), его длина 
должна превышать 1000 нуклеотидов и соответ-
ствовать длине полноразмерной «целевой» 
РНК. ПЦР-амплификация также исключается в 
данном эксперименте из списка процессов, 
потенциально ответственных за формирование 
укороченного продукта. Это объясняется тем, 
что при амплификации полноразмерного фраг-
мента ДНК (содержащего обе инсерции Alu и 
участок между ними) появление укороченного 
ПЦР-продукта не детектируется (рис. 2б). По-
этому причиной появления такого ампликона 
при ПЦР-анализе кДНК должно являться его 
наличие в матрице, т. е. в образце синтези-
рованной кДНК. Единственно возможным эта-
пом появления укороченной артефактной кДНК 
является реакция обратной транскрипции. 
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 Рис. 2. Схема эксперимента. (а) Этапы эксперимента. Экз. – экзон, черными пятиугольниками 
показаны инсерции Alu, черными стрелками – положение праймеров. (б)  Электрофореграммы ампли-
фикатов «целевого» и «контрольного» образцов. M – маркер длин ДНК 100 п.о. (Сибэнзим, Россия); 
цифры над электрофореграммами соответствуют цифрам в блоке (а); -ОТ – отрицательный контроль. 
Слева от электрофореграмм показаны длины, соответствующие некоторым полосам маркера; справа от 
электрофореграмм схематично представлены структуры «целевого» и «контрольного» образцов РНК. 
 Суммируя вышеизложенные наблюдения, мож-
но утверждать, что появление укороченного про-
дукта является следствием «смены матрицы» об-
ратной транскриптазой в ходе синтеза кДНК. 
Анализ амплификата контрольного образца 
кДНК, полученного на матрице, содержащей 
единственную инсерцию Alu, показал отсут-
ствие артефактных продуктов (рис. 2б). Единст-
венный электрофоретически детектируемый 
ампликон имел ожидаемую длину и по струк-
туре соответствовал РНК-матрице. Эти резуль-
таты говорят о том, что в рассмотренном случае 
наличие пары противоположно ориентирован-
ных инсерций Alu является необходимым фак-
тором для реализации механизма «смены мат-
рицы». Такие пары Alu в РНК способны образо-
вывать вторичные структуры, напоминающие 
«стебель» (рис. 3б). По сравнению с РНК, со-
держащей одну инсерцию Alu («контрольный 
образец»), РНК, имеющие два разнонаправленных 
Alu-повтора («целевой образец»), обладают 
существенно повышенной температурой плав-
ления и свободной энергией, сниженной в 4–5 
раз (рис. 3б), что характеризует высокую 
устойчивость подобных структур. Эти наблю-
дения указывают на то, что именно вторичная 
структура, в рассмотренном случае образован-
ная парой Alu, является ключевым условием 
осуществления «смены матрицы» при обратной 
транскрипции. 
Интересно отметить, что смена матрицы 
происходит по сайтам микрогомологии, наи-
более приближенным к обеим инсерциям Alu, 
дальние участки гомологии остаются незадейст-
вованными (рис. 3а). Это может свидетельст-
вовать о том, что синтез кДНК в первона-
чальном сегменте РНК продолжается без ос-
тановки, пока обратная транскриптаза не встре-
тит стерическое препятствие на своем пути 
продвижения по матрице. В качестве такого 
препятствия выступает вторичная структура 
РНК, образованная парой Alu и имеющая вид 
«стебля». Эта вторичная структура, помимо то-
го что затрудняет продолжение синтеза кДНК, 
способствует пространственному сближению 
двух сайтов микрогомологии, что повышает 
вероятность продолжения синтеза кДНК, сопря-
женного со «сменой матрицы», и снижает ве-
роятность преждевременной остановки обрат-
ной транскрипции.  
Таким образом, механизм «смены матрицы» 
предстает в следующем виде (см. рис. 1). Обрат-
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ная транскриптаза, встретив устойчивую вто-
ричную структуру РНК, «перескакивает» в бли-
жайший участок цепи РНК, комплементарный 
3'-концу уже синтезированной цепи кДНК (т.е. 
в участок, гомологичный матрице, на которой 
этот 3'-конец был синтезирован). После «смены 
матрицы» продолжается обратная транскрип-
ция. В качестве затравки используется 3'-конец 
синтезированной цепи кДНК. Иными словами, 
сайт, в который произойдет «перескок» обрат-
ной транскриптазы, определяется последова-
тельностью небольшого фрагмента РНК-матри-
цы, непосредственно прилегающего (со сторо-
ны 3'-конца цепи РНК) к основанию «стебля» 
вторичной структуры РНК, ингибирующей об-
ратную транскрипцию. Не находит объяснения 
палиндромная структура (5'-CCCGGCCGGG-3') 
сайта, в котором происходит смена матрицы 
(рис. 3). 
 
 Рис. 3. Анализ нуклеотидной последовательности артефактного продукта обратной транскрипции. (а) 
Выравнивание нуклеотидных последовательностей укороченного продукта синтеза кДНК («артефакт») и 
исходного образца ДНК («геном»). «*» – показывают совпадающие участки, «-» – делетированные участки. 
Черной чертой подчеркнуты ближайшие к паре Alu гомологичные фрагменты, серой чертой подчеркнута вторая 
пара гомологичных фрагментов. Наклоненным шрифтом на обоих концах нуклео-тидных последовательностей 
показаны положения праймеров. (б) Расчетные вторичные структуры «це-левого» и «контрольного» образцов РНК. 
Жирным шрифтом на выноске показаны гомологичные участки, по которым происходит «смена матрицы».  
ΔG – свободная энергия; T.пл. – температура плавления; 20 п.о. над черной горизонтальной чертой показывают 
масштаб воспроизведения на рисунке вторичных структур. 
 Для того чтобы определить, насколько 
полно блокируется синтез кДНК вторичной 
структурой на РНК-матрице, была проведена 
ступенчатая обратная транскрипция – полиме-
разная цепная реакция (ОТ–ПЦР). Типичные 
результаты представлены на рис. 4. Через каж-
дые 4 цикла, начиная с 20-го, отбирали равные 
аликвоты реакционной смеси и анализировали 
их электрофоретически. О степени проявления 
эффекта «смены матрицы» можно судить по 
запаздыванию появления полноразмерного про-
дукта по сравнению с укороченным (арте-
фактным) или количественно, рассчитывая ко-
эффициент k = 2n–m, где n и m – число циклов 
ПЦР, при которых э лектрофоретически детек-
тируется «артефактный» и полноразмерный 
Вестник МИТХТ, 2011, т. 6, № 6 
82 
 
 Рис. 4. Ступенчатая ОТ-ПЦР. Верхняя 
электрофореграмма соответствует «целевому» 
образцу, нижняя – «контрольному». М – маркер 
длин ДНК 100 п.о. (Сибэнзим, Россия). Цифры над 
электро-фореграммами показывают числа циклов ПЦР, на 
которых отбирали аликвоты. - ОТ – отрицательный 
контроль, ДНК – положительный контроль (результат 
амплификации геномной ДНК). Черными треугольниками 
показаны положения ожидаемых (полноразмерных) 
продуктов амплификации, белым треугольником отмечено 
положение укороченного (артефактного) ампликона. Слева 
от электрофореграмм отмечены длины некоторых полос 
маркера. Справа от электрофореграмм под 
соответствующими надписями схематично изображены 
структуры «целевого» и «контрольного» образцов РНК. 
 
ампликоны соответственно. Чем ниже значение 
коэффициента k, тем менее значительно прояв-
ляется эффект «смены матрицы» и тем качест-
веннее работает обратная транскриптаза. Так, 
ОТ–ПЦР исследуемых кДНК, построенных по 
протоколу фирмы-производителя, показал за-
паздывание на 12 циклов (k = 4096), т.е. 
обратная транскриптаза синтезирует «артефакт-
ную» кДНК более чем на три порядка эф-
фективнее, чем полноразмерную. 
Представленные результаты свидетельству-
ют в пользу предположения о двух ключевых 
факторах, которые требуются для осуществле-
ния «смены матрицы» обратной транскриптазой 
in vitro. Необходимым, но недостаточным фак-
тором является присутствие двух или более 
гомологичных участков в последовательности 
РНК. Вторым ключевым фактором является на-
личие между этими гомологичными участками 
РНК-матрицы сегментов, образующих стабиль-
ную вторичную («шпилечную») структуру. Эти 
сведения могут быть использованы для биоин-
формационного предсказания сайтов вероятной 
«смены матрицы» in vitro.  
Наличие надежной тест-системы для выбора 
подходящей для планируемого эксперимента 
обратной транскриптазы позволит в некоторых 
случаях снизить число артефактных результа-
тов и избежать ложных интерпретаций экспери-
ментальных данных. РНК-матрица с описанной 
выше структурой и пара соответствующих 
праймеров (табл. 2) в сочетании со ступенчатой 
схемой ОТ–ПЦР может представлять значи-
тельный интерес как потенциальная система 
тестирования уровня артефактных продуктов 
при работе различных типов коммерческих 
обратных транскриптаз. 
Таблица 2. Характеристики праймеров. 
Название Нуклеотидная последовательность Сочетание праймеров 
Продукт, п.о. 
«целевой»/«контрольный» 
G-for GAAGTCCGAGAAGCGTTACAGT G-for/G-rev1 639/298 
G-rev1 CCAATCGTTAGGAAGAGCAAA G-for/G-rev2 1154/813 
G-rev2 GAACAAGGCACGGCATAAATA M13-for/G-rev2 1221/880 
M13-for CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC   
 
 Экспериментальная часть 
Образцы геномной ДНК 
В работе использовали образцы геномной ДНК 
из лейкоцитарной фракции доноров, предвари-
тельно генотипированных по локусу RSRC2, содер-
жащему полиморфную инсерцию AluYa5. Геном-
ную ДНК выделяли с помощью стандартной фенол-
хлороформной экстракции [20]. 
ПЦР-амплификация ДНК и кДНК 
ПЦР-амплификация осуществлялась в 
реакционном объеме 25 мкл, содержащем 40 нг 
геномной ДНК (или 10 нг плазмиды или кДНК), 
5 пмоль каждого олигонуклеотидного праймера 
(табл. 2), 125 мкМ каждого дезоксинуклео-
зидтрифосфата, 16.6 мМ (NH4)2SO4, 67 мМ Tris-
HCl (pH 8.8), 0.01% Tween 20, 1.5 мМ MgCl2, 
0.5U Taq ДНК-полимеразы (Сибэнзим, Россия) 
в PTC-0200 DNA Engine (BIO-RAD, США) 
ПЦР-амплификаторе. Продукты ПЦР анализи-
ровались методом электрофореза в 1.5% агароз-
ном геле. Амплификация проводилась до 30-го 
цикла (если матрица – геномная ДНК) или 20-го 
цикла (если матрица – продукт ПЦР или кДНК) 
при температурном профиле: 95°С – 20 с; 62°С 
– 20 с; 72°С – 60 с. Ступенчатая ОТ–ПЦР 
проводилась до 32-го цикла. В качестве матри-
цы использовали 10 нг кДНК (остальные усло-
вия те же). После каждых 4-х циклов, начиная с 
20-го, из реакционной смеси отбирали равные 
аликвоты (по 4 мкл), которые анализировали 
электрофоретически в 1.5% агарозном геле.  
Подготовка матрицы для транскрипции in 
vitrо 
Амплифицированный фрагмент геномной 
ДНК (50 нг) был лигирован в вектор pGEM-T 
(Promega, США), согласно протоколу фирмы-
производителя. Полученным лигатом были 
трансформированы компетентные клетки E. coli 
(штамм DH5α) по стандартному протоколу [20]. 
Трансформированные клетки поместили в жид-
кую питательную среду LB объемом 1.5 мл и 
инкубировали 1 ч при 37°С с помешиванием в 
шейкере-инкубаторе ES-20 (Biosan, Латвия). 
150 мкл смеси высеяли на чашку Петри с 
Вестник МИТХТ, 2011, т. 6, № 6 
83 
твердой питательной средой, содержащей 1.5% 
агар-агар, 40 мл LB (10 г/л Bacto-tryptone, 5 г/л 
Bacto-yeast extract, 5 г/л NaCl, pH 7.0), 100 мкг/мл 
ампицилина, 0.5 мM IPTG и 80 мкг/мл X-Gal, и 
инкубировали 12 ч при 37°С в термостате EB-53 
(Jouan, Франция). Поиск нужного клона про-
изводили среди белых колоний при помощи 
ПЦР с праймерами M13 for и G-rev2. 
Транскрипция in vitro  
Транскрипцию in vitro осуществляли с 
помощью набора реактивов AmpliScribe T7 Kit 
(Epicentre, США), согласно протоколу фирмы-
производителя. В качестве матрицы использо-
вали подготовленный образец ДНК, содержа-
щий промотор T7 РНК-полимеразы. Образец 
синтезированной РНК инкубировали 15 мин 
при 37°С в присутствии 1U ДНКазы RQ1 
(Promega, США), осаждали 96% этанолом и 
растворяли в 100 мкл воды. 
Синтез кДНК 
Синтез первых цепей кДНК осуществляли в 
реакционном объеме 10 мкл, содержащем 5 мкг 
РНК, праймер G-rev2 и обратную транскриптазу 
Mint (Евроген, Россия), по протоколу фирмы-
производителя. Для прекращения синтеза реак-
ционную смесь прогревали 15 мин при 72°С. 
Финальный объем доводили до 100 мкл водой. 
Дизайн праймеров 
Дизайн праймеров для ПЦР осуществлялся с 
помощью сервиса Primer-BLAST, доступного на 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/, и прог-
рамммы GeneRunner, находящейся в свободном 
доступе по адресу: http://www.generunner.net. 
Расчет вторичных структур РНК 
Предсказание вторичных структур РНК и 
расчет их термодинамических характеристик 
производились при помощи он-лайн программы 
Mfold версии 2.3, доступной по адресу: 
http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold/RNA-Fol-
ding-Form2.3. Вторичную структуру РНК 
моделировали с учетом температуры, при 
которой осуществлялась реакция обратной 
транскрипции (42°С). 
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